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I.Bevezetés

Sokan hiszik azt, hogy a migrén egy civilizacidos betegség, pedig mar
1doszamitasunk eldttrél is szarmaznak feljegyzések a tlinetegyiittesr6l. Mar az
Egyiptombol szdrmazd Ebers-papiruszban (Kr.e. 1550 koriil) is olvashatunk a betegségrol.
Ez a legkorabbi feljegyzés, mely a migrénhez kapcsolodik. Akkoriban a fekete magia volt
a legelfogadottabb mddszer a tiinetek enyhitésére. E terapids eljards soran a fijdalomnak a
paciens fejébdl egy hal fejébe kell atszallnia. A mddszer bizonyara nem mindig valtotta be
a hozza flizott reményeket. Legaldbbis errdl tantskodhatnak a kornyékrdl szarmazo
paleopatoldgiai leletek, melyek egyértelmiien mutatjak, hogy a magia mellett a trepanacid
is bevett modszer volt a kezelésben. Mintegy 800 évvel késdbb Hippokrates szintén
feljegyezte  megfigyeléseit a  betegséggel kapcsolatban. O a  lehetséges
patomechanizmusnak a majbol felszallo gbézok fejben valdé megrekedését tartotta.
Természetesen O is kidolgozott egy technikat a kezelésre. A beteg fejére forrovizes edényt
helyezve kivanta enyhiteni annak szenvedéseit. O volt az, aki elészor feltételezte, hogy a
migrénes rohamok fajdalmai mogott egyéb patologias elvaltozasok nem éllnak, igy azt a
primer fejfajasok kozé sorolta. Szemben példaul az agyi daganatos megbetegedések okozta
fajdalmakkal melyek a szekunder fejfajasok korébe tartoznak. Az altala kidolgozott
csoportositids a mai napig megallja a helyét az orvostudomanyban. Galenus a hemicrania-
nak (,.félfejliség”) nevezte el a tiinetegyiittest, a ra jellemzd féloldali fajdalom miatt.
Tulajdonképp innen szarmazik a mai neve is.

A migrén a felndtt populacid mintegy 12%-at érinti. A ndk korében a betegség
prevalenciaja magasabb (18%, mig férfiak korében 6%), melynek hatterében hormonalis
tényezoket sejtenek. Ezt az is alatamasztja, hogy szamos ndi beteg szamolt be arrdl, hogy
migrénes rohamaik frekvencidja né a menstruacid ideje alatt, tovabba a menopauza utan a
tiineteik enyhiiltek. A migrénes rohamok soran jelentkezd gorcsds, elhtizédd és mar az
elviselhetetlenség hatarait surold fajdalom belathaté moédon megviseli a téle szenveddket,
¢s komoly terheket r6 a tarsadalomra a kiesett munkanapok (Magyarorszagon 1,4 milli6 a
migrén miatti munkanap kiesés, 2,8 millio6 a csokkent hatékonysaggal ledolgozott

munkanap) és draga gyogyszeres kezelés miatt (Magyar Fejfajas Tarsasag, 2004).
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1. abra. A migrén prevalenciaja (Richard B. Lipton, 2001 nyoman)

A migrénes fejfajasoknak két csoportjat kiilonitjiik el lefolyasuk alapjan. A
klasszikus migrén alatt az aurds migrént értjiik, mig a masik csoport az aura nélkiili
migrén. Mindkét tipusra jellemzd az erds, gorcsos fajdalom, a féloldali lokalizacio, a
rohamok idétartalmanak hossza 4-72 6ra és a megjelend kisérétiinetek, melyek lehetnek
phonophobia, photophobia, hadnyinger.

A klasszikus migrénes (migrén auraval) roham 4 klinikai fazisra oszthato fel:

1. Prodromalis szakasz: A rohamot megel6z6 24 o6raban fokozatosan kialakuld enyhe
klinikai tiineteket mutaté valtozatos megjelenésii szakasz. Leggyakrabban
indokolatlan jokedvrdl, vagy épp tompultsagrol, édességek utani vagyakozasrol
szamolnak be a betegek e fazis kapcsan.

2. Aura szakasz: A beteg latoterében megjelend vakité fényfelvillanasok (scintillatio)
¢s az ezt koveto sotét ,,vak foltok” (scotoma). Ritka eléfordulasu, de leirt tény, hogy
szinte barmelyik szenzoros modalitashoz kothetd aura. Az auras tiinetek kb. 1 6ran

at jelentkeznek ezt kovetden vagy egybdl, vagy egy oran beliil kovetkezik a fejfajas
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szakasz.
3. Fejfajas szakasz: Kozepes vagy erds, gorcsos, liiktetd, fél oldali fajdalom, mely 4-
72 6ran at tart, fizikai terhelésre fokozodik. Megjelend kisérd tiinetek: hanyinger,
hanyas, fény- és hangkertilés.
4, Labadozas: A fejfajas utdn maximum 24 oran at tartdé kimertiiltséggel, faradtsaggal,
¢s koncentracios nehézségekkel jellemezhetd szakasz.
komplex patomechanizmusab6l adodéan szamos lehetdség allhat még rendelkezéstlinkre.
Munkacsoportunk a klasszikus migrénhez kothetd cortical spreading depression (CSD)

jelenségét vizsgalja.



I1.Irodalmi attekintés

A fajdalom érzékelés

A Nemzetkozi Fajdalom Tarsasag (International Association for the Study of Pain,
IASP) meghatarozasa szerint, fijdalom kifejezés alatt olyan kellemetlen szenzoros és
emociondlis tapasztalatot értiink, amelyet potencialis szovetkdrosodas kovet. A
fajdalomérzet neurobioldgiai alapja a nocicepcio, amely nem mas mint a potencialisan
szOvetkarositd fizikai vagy kémiai jelek feldolgozasa és tovabbitisa a kozponti
idegrendszer felé. Ezen ingereket a nociceptorok fogjak fel. Ezek vagy a spindlis érzd
ganglionok pszeudounipolaris sejtjeinek periférids nyalvanyaival kapcsolatban 1¢€vo,
neuroektodermalis eredetli sejtek, vagy maguknak a periférids nyalvanyoknak csupasz és
szabadon végzddd arborizacidi. Pszeudounipolaris neuronok taldlhatéoak a spinalis
ganglionokban, a Gasser-dicban (nervus trigeminus ganglionja), a ggl. Geniculiban
(nervus facialis ganglionja), a ggl. Superius ¢€s inferiusban (nervus glossopharyngeus
ganglionja), és a ggl. Jugulare és nodosumban (nervus vagus ganglionja). Ezek a sejtek két
nagy csoportra oszthatdak TRPV immunreaktivitds szerint. A nagyobb és vilagosabb A-
tipust sejtek (A-béta rostok), részben a fajdalom, részben az epikritikus modalitasok és a
kinesztézia tovabbitasdban érdekeltek. A kisebb és sotétebben festddd B- és C-tipust sejtek
(A-delta és C-rost) nocicepcioban vesznek részt. Az A-tipusu sejtek transzmitterei féleg
aminosavak, els6sorban glutamat és aszpartat. A B- és C-tipusu sejtek medidtorai 80-90%-
ban szomatosztatin (SOM), 20%-ban substance P (SP) és calcitonin gén relacios peptid
(CGRP), 5%-ban pedig a vazoaktiv intestinalis peptid (VIP), a cholecystokinin (CCK), a
galanin (GAL), és a neuropeptid Y (NPY) (Samuelson és mtsai., 1993). A primer szenzoros
neuronok centralis nyulvanyai a gerincvelében, a Rexed-féle I-es, ll-es (substantia
gelatinosa Rolanlandi) ¢és Ill-as laminaban végzédnek. A substantia gelatinosaban
masodlagos neuronjaik dendritjeivel koriilvéve jellegzetes glomerularis szinapszisokat
alkotnak (Csillik és Knyihar-Csillik, 1986). Innen a mdasodlagos neuronok axonjanak
kozvetitésével jut az ingeriilet a talamuszba a paleo- és neospinotalamikus palydkon
keresztiil. A paleospinotalamikus péalya vagy mas nevén medialis palya a gerincveld
hatsoszarvanak mélyebb rétegeibdl indul, ¢és a talamusz medialis magcsoportjaihoz fut,

mikdzben kapcsolatba keriil a formatio reticularis alloményaval is. Ez a palyarendszer



felelOs a kronikus fajdalmat kialakito jelek tovabbitasaért. A neospinotalamikus palya vagy
mas nevén laterdlis palya az éles, akut fijdalmas ingereket adja tovabb a talamusz
felszinesebb magcsoportjainak. A medialis magcsoportokbdl az informaciéo a limbikus
rendszer és a gyrus cinguli kozvetitésével a prefrontdlis kéregbe jut, mig a talamusz
lateralis magjai elsésorban a szomatoszenzoros kéreg I, II, III gyrusai felé projektalnak.

Az inger elsddleges feldolgozasa mar a gerincvel6ben megkezdddik. Ezt hivjuk a
ugyanazon projekcids neuronon szinaptizald inerneuronok, A-delta és C-rostok épitenek
fel. Miikodésiik alap modelljét Melzack és Wall 1965-ben irta le. A modell szerint az A-
delta és C-rostok amellett, hogy excitatoros szinapszist hoznak létre a projekcids
neuronokkal, egy axon kollateralist adnak a projekcidés neuron eldtt allo, és azt gatld
interneuronnak. Az A-delta rostok a gatld interneuron serkentésével elcsendesitik a
projekcids neuront, igy a nociceptiv inger el6tt ,,zarodik a kapu”. A C-rostok viszont
inhibitoros szinapszisokat hoznak 1étre a gatlé interneuronnal, ¢és igy a gatlas gatlasaval
ingelékenyebbé teszik a projekcids neuront, ezzel ,nyitva ki a kaput”. Ezen egyszeri
mechanizmus 4ll sok a fajdalomra adott spontdn magatartdsforma megjelenése mogott.
Valgdjadban amikor a testlink f4j6 pontjait masszirozzuk ha bar nem kell, hogy tudataban
legyiink de az A-delta rostok tlizelési frekvencidjanak novelésére toreksziink, hogy azok

,»Zarjak a kaput” (2. abra).

C rost Gatlé interneuron
Hatsé szarv
A-delta rost :

4/ \— Spinotalamikus palya
Projekcic’)s neuron

2. abra: A fajdalom kapu elmélet neurobiologiai alapjanak sémas rajza

A: A-delta rost; C: C-rost; I: gatld interneuron; P: projekcios neuron

(Steven D. Waldman: Pain Review, Saunders, 2009 nyoman)



A szupraspinalis fajdalom modulaci6 alatt az agytorzsbol leszalldo palyak
mikddését értjiik. Ez a pdlyarendszer periaqueductalis szlirkedllomanybol indulo, a
dorsolateralis funinculuson leszallo szerotoninerg és monoaminerg ,,fajdalom csillapitod”
rostok Osszessége. Ezek a palyak a substantia gelatinosaban opioid interneuronokat
aktivalva képesek preszinaptikus gatlassal megakadalyozni, hogy az ingeriilet a primer
szenzoros neuronrol tovabbadodjon a szekunder neuronra. E néhdny neuoron miikodése
szabja meg hogy az ingeriilet tovabb haladhat-e a talamusz felé (Kelley, 1985).

A fajdalmas inger feldolgozasanak kovetkezO allomasa a talamusz. Két emlitett
magcsoportja (medidlis és lateralis) kozott a reticularis magcsoport jelent kozvetett
kapcsolatot. Fiziologias koriilmények kozott mind a lateralis mind a medialis magok
serkentik a reticularis sejtcsoportot, mig a reticularis kozpont mindkét irdnyba gatld hatast
fejt ki. Ha ezen finom egyensuly felborul (pl.: neospinotalamikus palya sériilésekor) a
medidlis magcsoport tulaktivalt allapotba keriilhet és igy egy koros fajdalomérzet
generalodhat.

A fajdalommal kapcsolatos corticalis eseményekrél még nem tudunk sokat, de
pozitronemisszids tomografiaval nyert adatok kimutattak, hogy a szomatoszenzoros IILIII,
prefrontalis, és gyrus cinguli régiok kronikus fajdalom esetén gatlas ala keriilnek, mig akut
fajdalom esetén ez nem kovetkezik be. Ezen adatok is aldtdmasztjdk a fajdalom

emocionalis komponenseinek létezését (Roland, 1992; Stea, 1992).

A migrén patomechanizmusa

A migrén patomechanizmusaban komplex, tobb faktoros események jatszodnak le
csokkentve az egy komponenst terapias szerek hatékonysagat, ugyanakkor lehetéség
nyilik arra, hogy tobb kiilonbozd és fliggetlen stratégiat dolgozzunk ki terdpids céllal. A
fejfajasok eredete nem szarmazhat magabol az agyszovetbdl, mivel jol ismert tény, hogy az
agyban nem talalhatéak ¢érz6 idegvégzddések. A migrénben ¢és egyéb fejfajasok
kialakuldséban is fontos szerepe van a kemény agyhdrtyat (dura mater cerebri) behal6zo
ereknek €s szenzoros idegvégzddéseknek.

A szovettanilag rendkiviil egyszerlinek tlind struktirat az V. agyideg, a nervus
trigeminus eliils6 4ga a nervus ophtalamicus innervalja. Ezen rostok mellett még
talalhatunk kis mennyiségben a nervus vagus €s a nervus glossopharyngeusbol érkezoket
is. A szenzoros idegvégzddéseken kiviil szamos szimpatikus és a n. vagusbol érkezd

paraszimpatikus vazomotoros rost is megtalalhatd a dura allomanyaban (Andres, 1987).
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Ezen anatomiai ismeretek birtokdban érthetové valik, hogy a migrénes fajdalom
kialakuldsanak helye a tigemino-vascularis rendszerben keresendd. A perivascularis
szenzoros nyulvanyok sejttestjei a n. trigeminus érzédicaban a ganglion Gasseri-ben
talalhatoak. Ezen sejtek centralis nyalvanyai a tractus spinalis nervi trigemini részét
képezve a nyultvel6i nucleus caudalis trigeminusba futnak, melyet az intracranialis
fajdalom palya kapcsold magjanak tekintenek. Az itt taldlhaté masodlagos neuronokkal
szamos szinapszist képeznek. A ggl. Gasseri sejtjeinek centralis nyalvanyai altal szallitott
nociceptiv informécid attevodik az agytorzsben talalhaté paraszimpatikus vegetativ
kozpontokra is, melyekrél az informacio tovabb terjed a cranialis vegetativ magokra (pl.:
ggl. sphenopalatinum, ggl. oticum). Innen indulnak a posztganglionaris paraszimpatikus
rostok melyek a dura ereit latjak el (Strassman, 1994).

A dura szenzoros neuronjai szamos neuromodulator anyagot expresszalnak. Ezek
kozé tartozik a CGRP, SP, valamint a neurokinin A (NKA). Ezen idegsejteknek kettds
funkcidjuk van. Egyrészt érzékenyek az dura ereinek paraméter valtozasaira, nociceptiv
ingerekre, és kiillonbozo lokalis anyagesere valtozasokra, masrészt a beloliik felszabadulo
neuropeptidekkel szabédlyozzdk az érlumen keresztmetszetét és az érfal permeabilitasat
(Szolcsanyi, 1984). Az érfal permebilitdsanak fokozott novekedése lehetdvé teszi a vérbol
kiilonboz6 szérumfehérjék extravasatiojat, melyek az extracellularis térbe jutva oedemat és
gyulladast okoznak. Az oedéma kialakulasat segiti a hizosejtekbdl felszabaduld hisztamin
IS, melynek szOvettani bizonyitéka a mastocytak degranulacioja. Ezen periférias
mechanizmusok altal keltett neurogén gyulladds érzékennyé teszi a perivascularis
nociceptorokat. A legkifejezettebb értagitdé hatasa neuropeptid a CGRP, melynek
plazmaban mért szintje a migrénes roham soran jelentdsen emelkedik (Kovacs, 1991). A
magasabb agyi kdzpontok aktivaldodasa a masodlagos neuronok altal torténik, melyekrdl az
ingeriilet képes attevédni a kdzponti szenzoros neuronlanc supraspinalis és supramedullaris
részeire (pl.: nucleus raphe magnus, formatio reticularis). Ezen teriiletek tartalmaznak
olyan sejteket, melyek excitatorikus aminosav transzmitterik révén képesek a nociceptiv
ingert felerdsiteni. Ezen folyamatban fontos szerepet jatszanak az N-metil-D-aszparat
(NMDA) receptorok. Az NMDA receptorok miitkodéséhez kothetd a centralis hyperalgesia
kialakuldsa. Ezen a teriileten de mas neuronok kozvetitésével hatnak tovabba opioid
antagonista antinociceptiv anyagok.

Az utobbi években egyre nagyobb szerepet tulajdonitanak a nitrogén-monoxidnak
(NO) a vaszkularis eredetii betegségekben és a migrénben. A NO konnyen atdiffundal a

membranon, de féléletideje nagyon kicsi. A dura ereire vazodilatans hatdssal van, tovabba
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kimutattak, hogy az egész trigeminovascularis rendszerben jelentkezik, mint a nociceptiv
ingerek modulatora (Csillik, 1996). A NO szarmazhat az endothel sejtekbdl, egyes
érzérostokbol, de leginkdbb a ggl. sphenopalatinumb6l érkezd paraszimpatikus
idegrostokbol szabadul fel. Kimutattak szintetizal6 enzimjét a nitrogén-monoxid szintazt
(NOS) hizosejtekben is, ahol a hisztamin felszabadulasat szabalyozza, igy pozitiv hatassal

van a neurogén gyulladas kialakuldséra is (Moncada, 1991).

érfal

NA
ATP

efferensek / 5-HT,gc | (antagonisték: profilaktikumok)
(ggl.c.sup.) /
\ c - B> I. > NO

Tl

agonistak:
= érszukités
afferens $zenzoros
(trigeminus)  NKA v neuropeptid
CGRP - felszabadulasanak

N gatlasa
fajdalom

extravasatio
értagulat

3. abra: A szerotonin, a nitrogén-monoxid €s a neuropeptidek kdlcsonhatdsa a migrénes

érreakcioban.

Roviditések: A: adventitia; M: media; E: endothel; NA: noradrenalin; ATP: adenozin-
trifoszfat; NPY: neuropeptid Y; 5-HT: szerotonin; NO: nitrogén-monoxid; SP: P-anyag;
NKA: neurokinin-A; CGRP: caltinonine gene-related peptid
(Gyires Klara: Farmakologia, Medicina 2010 nyoméan)

A dura mater ereinek szimpatikus beidegzését a ggl. cervicale superiusbol érkezd
rostok végzik. Klasszikus neurotranszmitteritk a neuropeptid Y (NPY), ¢és a
katecholaminok koziil a noradrenalin (NA). Ezek a dura ereinek faldban o és [
adrenoreceptorokhoz, illetve NPY-Y receptorokhoz kotédve vazokonstriktor hatast
modulatorok. Migrénes betegekben kimutattdk ezen rostok hiperaktivitasat (Ferrari és
mtsai., 1992).

10



A migrén farmakoterapiaja

crer

indukcigjat elésegitd koriilmények keriilése (stressz, csokoladé, vorosbor, pacolt, erdsen
fiszerezett ételek). Ez sok beteg szamara életmodjukbol vagy munkéjukbol adoddan szinte
kivitelezhetetlen feladatnak bizonyul. A migrén gydgyszeres kezelésében két nagy
csoportra oszthatjuk a kiilonbozé hatéanyagokat. Megkiilonboztetiink akut fazis

gyogyszerezésére alkalmas farmakonokat és profilaktikumokat.

Adag Mellékhatas

Nem specifikus rohamgyogyszerek

Aspirin 1000 mg Gyomorfekély
Paracetamol 1000 mg Vese- és majtoxicitas
Naproxen 800-1000 mg Gyomorfekeély

Ibuprofen 400-600 mg Gyomorfekély
Diclofenac 50-100 mg Gyomorfekely
Indomethacinum 75-100 mg Gyomorfekély + szédiilés
Aspirin + metoclopramid 900 + 10 mg Gyomorfekély, tardiv

dyskinesia

Specifikus rohamgyogyszerek

Ergot-szarmazeék

Kefalgin 1-2 tbl Vasoconstrictio
Triptanok

Sumatriptan 50-100 mg per os, Vasoconstrictio
6 mg sc. Injekcio

Zolmitriptan 2,5 mg per os Vasoconstrictio

Naratriptan 2,5 mg per 0s Vasoconstrictio

Rizatriptan 5-10 mg per os Vasoconstrictio

Eletriptan 40-80 mg per os

4. dbra: A rohamterdpidban alkalmazott gyogyszerek, dozirozasuk és mellékhatasaik

(Szirmai I.: Neuroldgia, Medicina 2007 nyoman)

crer

megkezdjiikk, még a roham kezdeti fazisaban. Fontos, hogy az adott farmakon adekvat

indulé dozisat az anyagra jellemzd, legoptimalisabb uton vigyiik a szervezetbe. Ezen
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csoporton beliil két részre oszthatjuk a kiilonbozo vegylileteket. A specifikus szerek kozé
tartoznak a triptanok és az ergotamin szarmazékok. Mindkét vegyiiletcsalad a szerotonin
(5-hidroxy-triptamin, 5-HT) receptorok antagonistai. A migrénben érintett struktirak koziil
5-HT1B receptorok az intracranidlis erek falanak simaizom sejtjein és a kdzponti
idegrendszer neuronjain taldlhatoak. Az 5-HT1D receptorok a mind a KIR neuronjain és a
trigeminalis idegvégzddéseken megtalalhatdak, mig az 5-HT1F receptorok pedig csak ez
utdbbi struktiran. Ezeken a receptorokon haté szerek a meningealis erek 6sszehuzodasat és
a trigeminalis neuronok gatlasat okozzak, ezzel csokkentve a plazma extravasatigjat
(leginkabb a CGRP felszabaduldsanak gatlasaval). Az altalanosan hasznalt szerek
csoporjaban a nem szteroid gyulladasgatlok (NonSteroidal Anti-Inflammatory Drug,
NSAID) tartoznak (pl.: paracetamol, aszpirin). Ezeket kombinalt forméban szokas
alkalmazni. Magyarorszagon a

legelterjedtebb az  ergotamin-NSAID-belladonna

kombinécio, koffeinnel vagy anélkiil.
A profilaktikus kezelés kidolgozasa személyre szabottan alapos eldkészitést

igényel. A migrén profilaktikus kezelésében haszndlatos szereket az 5. abra foglalja Gssze.

Adag/die Mellékhatas

Béta-receptor-blokkolok it ,

Propranolol 80-240 mg Hypotensio, faradékonysag .

Bisoprolol (Concor) 5-10 mg Asthma, depresszio, impotentia

Ca-csatorna-blokkolok R

Flunarizin (Sibelium) 5-10 mg Hizas, depresszio
Szerotoninantagonistak :

Iprazochrom (Divascan) 7,5-15 mg Alvaszavar ; ’

Pizotifen (Sandomigran) 1,5 mg Hizas, aluszekonysag : ’

Methysergid (Deseril) 3-6 mg Hanyinger, szédiilés, aluszékonysag,

Antiepileptikumok
Valproat (Convulex)

Topiramat (Topamax)

Antidepresszansok
Amitryptilin (Teperin)
Clomipramin (Anafranil)

Nem szetoid gyulladascsokkentdk
Naproxen (Apranax)
Acetilszalicilsav (Aspirin)

Egyéb vegyiiletek
Riboflavin
Magnézium

600-1500 mg
100-200 mg

10-75 mg
25-75

550-1100 mg
900-1800 mg

400 mg (1)
300-600 mg

retroperitonealis fibrosis

Szédulés, tremor, hajhullas, hizas,
majkarosodas
Etvagytalansag, fogyas, izérzeszavar

Szajszarazsag, faradékonysag, hizas
Hizas

Gyomorfekeély

Gyomorfekeély

Diarrhoea
Diarrhoea

5. dbra: A leggyakrabban hasznalt profilaktikumok, dozirozasuk és mellékhatasaik

(Szirmai L.: Neurologia, Medicina, 2007 nyoman)
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A kuszo depolarizacié szerepe

A klasszikus migrén soran megjelend aura szakasz hatterében neurondlis
események zajlanak. Az erre vonatkozé elsd feltételezéseket Lashley tette 1941-ben. O
maga is migrénben szenvedett, és elhivatott természettudds lévén sajat rohamait is
objektiven elemezte. Megfigyelte, hogy a rohamokat megel6z6 1-1,5 6rdban latdterének
centralis része feldl a temporalis latotér felé lassan haladd fény felvillandsoknak
(scintillatio) és az Oket kovetd a sotét foltoknak (scotoma) mennyi idére van sziiksége
ahhoz, hogy eltiinjenek. Kell6 anatomiai ismeretek birtokaban arra kovetkeztetett, hogy a
jelenséget egy a latokéregben végigterjedd excitacidos hulldm és a neuron populacidk azt
kovetd gatloddsa okozhatja. Szdmitasai szerint ezen hullamnak 2-4 mm/perc sebességgel
kellett terjednie a latokéregben. 1944-ben egy fiatal brazil kutatdé Aristides Leao, R.S.
Morrison Harvardi laboratoriumaban, nyulakon végzett kisérletei sordn nem vart
eredményt tapasztalt. Azt szerette volna vizsgalni tobb csatornas elektrokortikogramm
(ECoG) elvezetéssel, hogy miként terjed az agykéregben mesterségesen indukalt
epilepszids roham. Meglepddve tapasztalta, hogy tetdnias ingerlésre az agy az ECoG
kisimuldsaval, majd a szabadon fut6 jel visszatérésével valaszolt, rdadasul ez végig kuszott
a kéreg egészén. Munkdjanak eredményét a ,,Spreading depression of activity in the
cerebral cortex” cimii cikkében publikalta. A jelenség neve tehat innen szarmazik (Cortical
spreading depression, CSD). M¢érései azt mutattak, hogy ez a ,,gatlas” 3-4 mm/perc
sebességgel halad végig a kéregben (6.4bra). Miutan Leao visszatért Rio de Janerio-ba
kisérleti allatok agyfelszinérél DC-kapcsolt erdsitdvel jelentds méretli, lasst, negativ
hullamokat vezetett el, mikdozben az ECoG-on ugyanugy megjelent a ,kasz6 gatlas”
jelensége.

A migrénes aura soran megjelend szenzoros zavarokat évtizedek 6ta a CSD klinikai
manifesztaciojaként értelmezziik (Lauritzen, 1994). Ezt aldtdmasztja szamos migrénes
paciensbdl szarmazoé PET és fMR adat (Hadjikhani, 2001; Woods, 1994). A CSD migrén
patomechanizmusaban betoltott szerepe a mai napig nem teljesen tisztazott. A CSD sordn
jelentdsen fokozdodik az NMDA receptorok miikddése, melynek kovetkeztében NO
szabadul fel a neuronokbdl. A migrén patomechanizmusaban fontos szerepet jatszé NO

tehat a CSD soran is részt vesz a cerebrovascularis regulacidban és a nocicepcio
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modulalasaban (Read, 1996). Am az is egyértelmii tény, hogy a CSD nem lehet 6nmagaban
¢s kizarolagosan a migrénes rohamok inicidtora, hiszen az aura nélkiili migrénes

rohamokat (esetek kb. 80%-a) nem el6zi meg a jelenség.
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6. abra: Leao hiressé valt regisztratuma a cortical spreading depression-rol
A jobb felso sarokban az elektrodok elrendezésének sematikus abrdja lathato, a
legrosztralisabb pont a stimulus helye.

(Leao, 1944 nyoman)

A CSD az idegrendszer barmely részérdl késziilt sziirke allomanyu preparatumon
tanulmanyozhatd. A kiilonbo6z6 tipusu prepardtumok kiilonbozé affinitassal rendelkeznek a
CSD kivalthatosaga szempontjabol. A legfogékonyabb a CSD kivalthatosdgara a
hippocampus CAl-es régidja, ezt kdveti a cortex, a retina, jocskan lemaradva a cerebellaris
cortex, majd a gerincveld szlirkeadllomanya, melyrdl sokdig azt hitték ,,immunis” a CSD-re
(Amemori, 1987; Nicholson, 1984; Young, 1980).

Korai megfigyelések szerint fiatal allatok agydban a CSD kivaltadsa szinte
lehetetlen. Erre egy lehetséges magyardzat, hogy az Gjsziilottek agyaban az interstitialis tér
aranyat illetéen joval nagyobb mint felnétt korban, igy az ide keriilé anyagok melyek részt

vesznek a CSD kialakitasdban (pl.: K, glutamat, esetenként acetil-kolin) kénnyebben
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kihigulnak (Lehmenkiihler, 1993).

Ion mozgasok CSD soran

A CSD soran jelentds zavar 1ép fel a neuronok és asztrocitak ionhaztartdsaban. Az
extracellularis K* szint jelentdsen megnd, mig a Na* szint csokken. Ennek hatterében az
allhat, hogy egy neuron populacio6 talmiikddése soran, az akcids potencidlok repolarizacios
fazisaban jelentés mennyiségti K* jut az extracellularis térbe. Ennek a K* ion tobbletnek
egy részét a neuronokon és asztrocitakon taldlhaté Na'/K* pumpak Na* ionra cserélik (2K*
ellenében 3Na'-ra), igy a sejkozotti térben dtmenetileg megné a Na* koncentracid. A K+
ionok javat az asztrocitdk veszik fel magas konduktancidji K™ csatornaikon keresztiil. A
Na'/K" pumpa miikodésébdl adodod extracellularis Na* ionok a neuronokba jutnak. A CI
ionok passzivan képesek kovetni mind a Na* és K* ionokat. Igy a neuronokban a NaCl mig
az asztrocitakban a KCIl koncentracioja emelkedik meg, okozvan mindkét esetben egy
ozmotikus gradienst, melynek mentén a sejtek passzivan vizet vesznek fel, ¢és
megduzzadnak (Hansen és Olsen, 1980; Jing, 1994). Ezen folyamat kdvetkeztében optikai
paramétereik megvaltoznak, a szovet elektromos rezisztencidja pedig lecsokken.

Az 1onszelektiv elektrodokkal végzett kisérletek eredményei utan felmeriilt a
kérdés, hogy milyen ioncsatornak altal kiizvetitettek az extracellularis potenciél
valtozasokat kialakité ion daramok. A CSD sorédn lezajléo depolarizacioban nem jatszanak
szerepet a fesziiltségfiiggd Na* csatornak. Fenitoin és a tetrodotoxin (fesziiltség fiiggd Na*
csatorna blokkolok) is képtelen megakadéalyozni a CSD kialakulasat és terjedését (Aitken,
1991; Chebabo, 1988). Az azonban tény hogy a Na* ionok altal kdzvetitett aramok szerepet
jatszanak a folyamatban, mivel az extracelluldris Na* ion koncentracié valtozasa kveti a
DC potencial karakterisztikajat (7. abra).

A CSD koézben monitorozott sejt membranpotencidl-valtozasok egybehangzdan
mutattak, hogy a neuronok majdnem teljesen depolarizalodnak, de a membranpotencialjuk
soha nem csap at pozitiv értékbe (Collewijn és Van Harreveld, 1966; Miiller és Somjen,
2000). Ezen eredmények arra engednek kovetkeztetni, hogy a depolarizacio soran kevert
konduktancia valtozas zajlik a membranon, ugyanis ha a membran csak Na* ionra lenne
permedbilis akkor a membranpotencidl jelentdsen atcsapna pozitiv tartomanyba, 1évén

hogy a Na* equilibrium potencialja erdsen pozitiv értéket vesz fel (lasd: akcios potencial).
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7. abra: Neuronok membranpotencidljanak, valamint az extra- és intracellularis K* ion és
Na" ion koncentraciok valtozasa CSD kdzben. A és B két kiilon preparatum. Az
intracellularis értékek két lehetséges sz€1so értéke keriilt kiszamolasra. A valodi adat ezen
intervallumon beliil lehet. Az extracellularis koncentraciokat duble-bareled ionszelektiv
elekroddal regisztraltak, a mért sejt kdzvetlen kdzelébdl.

(Miiller és Somjen, 2000 nyoman)

A kevert konduktancia viszonyok kialakitasa két modon torténhet. Vagy egyszerre tobb
kiilonbozd csatorna fehérje nyilik meg, vagy egy nonszelektiv ioncsatorna aktivalodik. A
glutamat receptorok a nonszelektiv kation csatornak koz¢ tartoznak, igy felmertilt esetleges
foszerepiik a folyamatban. A receptorok agonistdinak ¢€s szelektiv antagonistainak
alkalmazasaval viszonylag egyszerien meg lehet hatarozni azt, hogy pontosan melyik
receptor allhat az események hatterében. Az N-metil-D-aszparat (NMDA ), alfa-amino-3-
hidroxi-5,7, metiloxazol-4-propionsav (AMPA) ¢s a kainat egyarant képesek kivaltani
CSD-t (Lauritzen, 1988). Az AMPA ¢és kainat receptorok specifikus blokkolasa nincs
jelentds hatassal a CSD iniciacidjara €s terjdésére (Herreras €s Somjen, 1993; Lauritzen ¢és

Hansen, 1992). Azonban az NMDA receptor antagonistak (nagy koncentracioban) képesek
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voltak megakadalyozni a CSD kialakulasat (Aitken, 1988; Hernandez-Caceres, 1987,
Kriiger, 1999; Lauritzen és Hansen, 1992).

A glutamat receptorok

A glutamat (Glu) az agykéreg f6 serkentd transzmittere, fiziologids extracellularis
koncentracidja 3-4 uM. A Glu és a glutamin alkotjak az agyszovet aminosav készletének
80%-at. A glutamat receptorok az egész agy teriiletén megtalalhatoak, természetesen
kiilonb6zé denzitdsban. Legnagyobb mennyiségben a hippocampusban, a cerebralis
cortexben, az amygdalaban, a nucleus acumbensben, ¢és a nucleus caudatusban fordulnak
elé (Monaghan, 1985). Fontos szerepet jatszanak a szamos ¢lattani folyamatban

(pl.:tanulds, szinaptogenezis, neuron migracio, neurotrofizmus).

GluN1 GIluN2A GluN2B GluN2C GluN2D

P11

P14

Adult

8. abra: Glutamat receptor alegységek mRNS eloszlasa patkany agyban (in situ
hibridizaco, szaggitalis metszetek). Az 0szlopok az egyes alegységek mRNS-eit, a sorok a

posztnatalis napokat jelolik. (Akazawa és mtsai., 1994 nyoman)

A glutamat receptorokat célszerli miikddésiik szerint két csoportra osztani. A ligand
kotés utan G-protein kapcsolt szignal traszdukciot inditdé receptorok a metabotrop
csoportba sorolhatok. A masik csoport a ligand kotése utan ioncsatornat nyit. Ezeket

ionotrop glutamat receptoroknak hivjuk. A tovabbiakban csak ezen receptorokrol lesz szo.
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Az ionotrop receptorokat specifikus agonostaik szerint csoportositjuk. Igy
megkiilonboztetiink N-metil-D-aszparat (NMDA), alfa-amino-3-hidroxi-5,7, metiloxazol-
4-propionsav (AMPA) ¢és kainat receptorokat. Az ionotrép Glu receptorokrol elmondhato,
hogy 5 transzmembran alegységbdl épiilnek fel, melyek a membranban egy kis porust
alkotnak. Az AMPA ¢s kainat receptorok alegységei kozott megfigyelhetd homologia
magyarazza a jelentds funkcionalis és farmakologiai atfedést.

Az NMDA receptorok milkddését tobb ponton is lehet befolyasolni
farmakologiailag. A ligand kotd hely mellett tobb modulator helyet is taldlhatunk a
receptoron (9. 4bra). Nyugalmi koriilmények kozott a csatornat egy Mg blokk
fesziiltségfiiggd modon zarja (Aizenman, 1982). A csatornan nyitott allapotban
depolarizalo Na*, Ca®* és hiperpolarizalé K* aramok folynak, tehat nem szelektiv egy adott

kationra nézve.

Poliamin kitdhely
Glutamat felismero Cink kitohely
hely
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9. abra: Az NMDA receptor sémas rajza.

Az NMDA receptorok hatasanak modulalasara két alapvetd stratégia létezik. Az

egyik az ugynevezett kompetitiv NMDA receptor blokkolok hasznalata. Ezen szerek k6zos
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tulajdonsaga hogy a ligand (Glu) koétohelyre kotnek be, igy megakadalyozva a receptoron
keresztiili szignal-transzdukciot (pl.: 3-(2-karboxi-piperazin-4-yl)propil-1-foszfon sav
(CPP), 2-amino-5-foszfonovalerat (AVP) ). Altalaban ezek vizoldékony molekuldk igy
nehezen jutnak 4t a vér-agy gaton, tovabba az emelkedett Glu szint legyOzheti az
antagonizmust. A masik lehetséges stratégia a nemkompetitiv NMDA receptor blokkolok
(nyitott csatorna blokkolok) alkalmazasa. Az ebbe a csoportba tartozo szerek a csatornan
talalhaté egyéb kotéhelyek valamelyikén fejtik ki hatasukat. Altaldban a folyamat agonista
jelenlétében gyorsabban végbe megy, sOt tobbnyire csak akkor képesek a blokad
kialakitasara ha a csatorna aktivalt allapotban van (innen szdrmazik a nyitott csatorna
blokkolo elnevezés). A csoport magas affinitdsu képviseldi a fenciklidin (PCP) és a

dizociplin (MK-801).

A vér-agy gat

Az emberi agy kapillaris haloézatanak Osszesitett hossza hozzavetélegesen 600 km.
Ez azt jelenti, hogy atlagosan az agyszovet minden egyes kdbcentiméterében nagyjabol fél
km kapillaris talalhato. A kapillaris halozat egyesitett felillete 20 m? (Keep és Jones, 1990).
Az agyi kapillaris halozat mikrostrukturajaban eltér a tobbi szovetben talalhato
kicserélodési érszakaszok felépitésétdl. Paul Ehrlich német fiziologus volt az elsd, aki tobb
mint egy €vszdzaddal ezeldtt észrevette, hogy ha savas karakter(i anilin festéket juttatott
kisérleti allatai vérébe, akkor a festék minden szovetet megfestett, kivéve az agyat. Ebbdl
arra kovetkeztetett, hogy a festéknek nincs affinitisa az idegszovethez. Habar
kovetkeztetése tévesnek bizonyult, megfigyelése szamos kutatd érdeklddését felkeltette.
Tanitvanya Edwin Goldmann volt, aki bizonyitotta, hogy a festék egyszeriien nem jut at az
erek falan. Ebbdl arra kovetkeztetett, hogy az agyi erek intravazalis tere valamilyen mdodon
szigorian elhatarolt az agyszovett6l. Lewandowsky ezt a szigetel6 rendszert vér—agy-gat
német megfeleldjeként ,,bluthirnschranke”-nak (vér—agy-sorompd) nevezte el.
A vér-agy gat kialakitdsdban harom sejtcsoport vesz részt. Ezen sejtek altal kialakitott
struktara, mint fizikai (tight junction) és kémiai (enzimek) géat szigoruan meghatarozott
transzport folyamatokat képes ellatni. Az erek falat itt is, mint mas kapillarisok esetén,
endothél sejtek alkotjak. Am ezek a sejtek a tobbi szovetben talalhato ereket béleld
hamsejtektol annyiban kiilonb6znek, hogy kozottiik a kapcsolat sokkal szorosabb. A sejtek

kozott talalhato ,,szoros kapcsolatok™ (tight junction, TJ) megakadalyozzak a vérben
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keringd anyagok paracellularis transzportjat. A TJ tobb kiilonb6z6 fehérje (occludin,
(Gonzalez-Mariscal és mtsai, 2000; Tsukita és mtsai, 2001; 10. abra). Ezen fehérjék
degradacioja, vagy a koztik Iétrejott  kapcsolat meggyengiilése  komoly
kovetkezményekkel jar, mivel ezek hatarozzak meg a vér-agy gat fizikai tulajdonsagait. Az
endothél sejtek mellett tobb szovetben pericitakat is talalunk. Ezek a sejtek a simaizom
sejtekkel azonos fejlédési vonalon indulnak meg az egyedfejlodés sordn. Erre bizonyiték,
hogy a-aktint tartalmaznak. Az agyi kapillarisok pericitai azonban ducléc eredetiiek. Nincs
egységes immunologiai markeriik. Szerepiik van a kapillarisok fejlédésében, szabalyozzak
sejteket a bazalis lamina veszi koriil melyhez kiviilrdl asztrocita végtalpak kapcsolodnak.
Az asztrocitdk kevéssé segitenek a fizikai géat kialakitdsdban, mivel a végtalpak kozott
atlagosan 20 nm a tavolsag, ami egy atlagos méretii fehérje szdmara is atjarhat6 (pl.: torma
peroxidaz, 44 kDa). Az asztrocitdk rendkiviil fontos feladatokat latnak el az agyszovet
mikodésében. Az idegszovet extracellularis terének ion homeosztazisat ezek biztositjak,
oly moédon, hogy a felesleges ionokat és egyéb metabolitokat, melyek az idegsejtek
miikodése soran felhalmozddnak, az extracellularis térben felveszik, és ha sziikséges,
akkor végtalpaikon keresztiil a vérbe transzportaljak. Tovabba enzimrendszereik

segitségével hozza jarulnak a kémiai gat kialakitasahoz.

20



Neuron

10. abra: A vér-agy gat felépitése.

A CSD és az agyvi erek

A CSD képes hatni az agyi vérataramlasra, és az agyi kapillarisok permeabilitasara.
A depolarizacié kdzben egy fokozott vazodilatacio jelentkezik, melyet a repolarizacio utan
egy hosszabb ideig tartdé vazokonstrikcid kovet hypoperfuziét okozva, mely a
metabolizmus csokkenéséhez vezet (Gjedde, 1981; Hansen és Lauritzen, 1984). A
vazodilatacioé hatterében a NO all. Depolarizaci6é hatdsara az idegsejtekbdl Glu szabadul
fel, mely kétédve az NMDA receptorhoz megemeli a neuronalis intracelluléris Ca*" szintet.
A Ca®" mint masodlagos hirvivé képes facilitdlni a neuronalis NO-szintdz aktivitasat. A
felszabadul6 NO a sejtekbdl kidiffundalva eljut a kozeli kapillarisokhoz, és ott
vazodilataciot eredményez. Ez a folyamat gyorsan lezajlik, hiszen a NO fél-¢letideje igen
rovid €s az altala kozvetitett hatas igen gyors. A CSD azonban képes az agyi kapillarisok
permeabilitisinak egy hosszabb tava befolyasolasara is. Az agyi endothelium sejtjei is
expresszalnak Glu receptorokat (Krizbai és mtsai., 1998). A CSD soran felszabadul6 nagy

mennyiségli Glu képes kotddni ezekhez a receptorokhoz, és ezen sejtek intracellularis Ca?*
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koncentraciojat is megemelheti. Ennek kovetkeztében aktivalodik a protein kinaz C (PKC)
amely az endothel sejtek kozotti TJ fehérjéit foszforilalja. A leginkabb érintett protein az
occludin, mely az egyik tirozin oldallancan foszforilalodik. Endothelidlis szovet
kultardkban kimutattak, hogy 30 perces magas Glu szint utdn a sejtek kozott lokalizalt
occludin immunreakcié azonnal gyengiil, melybdl arra kovetkeztethetiink, hogy a TJ-0k
szerkezete fellazul és a vér-agy gat permeabilitdsa megnd. Ez az in vitro lezajlo jelenség
NMDA ¢és AMPA receptor blokkolokal regulalhaté (Andras és mtsi., 2007). Mi tobb, a
magas Glu szint képes az occludinok szintjének ¢s expresszidjanak visszaszoritasara, mely
idében egy sokkal hosszabb folyamat (24 6ra utdn kimutathatd). A CSD hatéssal van a c-
fos, a tumor nekrozis faktor-a, és az interleukin-1f expressziora (Jander és mtsai., 2001).
kot, és ezen keresztiil a gén atirodasat segiti. A MMP-9 képes a bazalis lamina bontdsan
keresztiil a vér-agy gat struktirdjdnak fellazitisara. Természetesen ez is egy iddben
elnygjtott folyamat. Az MMP-9 mRNS szintje 1-6 oraval a CSD utan emelkedik meg
(Gursoy-Ozdemir és mtsai., 2004).
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1. Célkitizések

1) Munkam soran két dolgot tiiztiink ki célul. Mindenek elétt, elsédleges feladatom az

2)

volt, hogy laboratoriumunkban 0Osszeallitsak egy olyan méréhelyet, melynek
segitségével nyomon tudjuk kovetni az  agykéregben zajlé  lassu
potencialvaltozasokat. Ez laborunkban egy 1 metodika bevezetése volt, hiszen a
korabbi elektrofiziologiai méréseinket olyan modelleken végeztiikk, melyekben
idében gyorsan lezajldé potencidl véltozdsok nyomonkdvetésével nyertiink
informéciot az agyszovet aktudlis allapotarél (pl.: szomatoszenzoros kérgi
potencialok elemzése, hippocampalis populédcios spike-ok analizise). Az altalam
vizsgalni kivant jelenség id6ben oly lassan zajlik, hogy a méréelektrodon
tulajdonképpen egyendramot general. Ennek regisztralasahoz mas méréstechnika
sziikséges, mint az elobb emlitett folyamatokéhoz. A mérdhely Osszeallitasa utan
néhany kisérletben megbizonyosodtam annak megfeleldé ¢és megbizhato
mitkodésér6l. (Ezen eredményeimet az Acta Biologica Szegediensis 54. (2010/2)
szamaban 161-164. kozoltiik Spreading depression and evoked potentials recorded
in the somatosensory cortex of the rat cimmel. Lasd: melléklet.)

Munkam tovéabbi célja lehetséges migrén terapias szerek tesztelése volt. Elso
Iépésként egy endogén (kinurén sav) és egy nem kompetitiv NMDA receptor
antagonista (dizocilpin, MK-801) CSD-re gyakorolt hatasat vizsgaltam. Arrol
gyljtottem informécidt, hogy miként valtozik a kezelés hatasira az agykéreg
affinitasa a CSD kivalthatosagara (adott koriilmények kozott, adott id6 alatt mennyi

CSD hullam alakul ki standard mennyiségii KCI hatasara).

2.1) Vizsgéltam a hullamok amplitidojat,

2.2) szélességét (fél amplitadohoz tart6zo ido) és

2.4) az altaluk kozrezart teriilet nagysagat.

3) Tovabba adatokat gyljtottem arrol, hogy e koriilmények kozott a vér-agy gat

atjarhatosadga miként valtozik.
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V. Anyagok és modszerek

Elektrofiziologiai alapok

Az ¢l6 rendszerek bioelektromos jeleinek regisztralasa az elektrofiziologia
modszereivel oldhatdo meg. A detektalni kivant jelek meghatarozzak, hogy az
elektrofiziologia eszkoztarabol mely modszert érdemes hasznalni ahhoz, hogy a
regisztratumbol adat ne vesszen, ne torzuljon, tovabba hogy a jel-zaj ardny megfeleld
legyen. Kisérleteim soran DC-Elektrokortikogramm elvezetéseket végeztem differencial
erdsités segitségével.

A DC potencial mérése némileg kiilonbozik az ECoG, SEP, EKG ¢és egyéb gyors
fazisu jelek regisztralasatol. A CSD egy idO6ben viszonylag lassan lezajlo potencial
valtozasként manifesztalodik, igy ennek méréséhez specialis elektrod sziikséges. Az
elektrédokat altalaban valamiféle fémbdl érdemes késziteni (pl.: acél, eziist, platina), mivel
ezek az anyagok rendkiviil jo elektromos vezetdk. Azonban ha egy fém elektrodot
folyadékba helyeziink (pl.: fiziologids sooldatba), akkor elkezdenek a felszinérdl pozitiv
ionok beoldddni a koézegbe hatrahagyva elektronjaikat. Az elektrédon kialakuld negativ
toltés a kornyezetbdl vonzza a pozitiv ionokat, igy kialakul az oldat elektrdd interfészen
egy kettGs toltés réteg, mely megakadalyozza, hogy az elektrodon egyenaram folyjon
keresztiil. (Ez nem jelenti, hogy gyors potencialvaltozasokat nem lehet regisztralni, tehat az
ilyen elektrodokat feliilateresztd sziird karakterisztikajaval jellemezhetjiik.) Ez a folyamat
minden fém elektréddal megtorténik, anyaguktol fiiggden kiilonb6zd sebességgel. Az ilyen
elektrodokat polarizal6dé elektrodoknak nevezziik, és az elektrod polarizalédasanak
mértékét a félcella potencidllal fejezziikk ki. Ez a hatarfeliileten mérheté potencial
kiilonbség. Kivédeni ugy lehet a polarizalddast, ha az elektrodot sajat anyaganak oldataba
helyezziik. Ez bioldgiai mintdk esetén természetesen nem oldhaté meg. Azonban a
problémat at lehet hidalni, ha eziist/eziist-klorid (Ag/AgCl) elektrodot hasznalunk, magas
klorid ion tartalmu elektroliton (pl.:NaCl, KCI oldtat; elektrodpaszta) keresztiil kapcsolva a
mintahoz. Habar ezt a fajta elektrodot nem polarizalédé elektrodnak nevezik, itt is kialakul
a félcella potencial, csak nagyon stabil értéket vesz fel. Pozitiv aram atfolyasakor a levalo
eziist ionok eziist-klorid formdjaban kicsapodnak, mig negativ dram atbocsatdsa esetén a
kivald fémeziist hianyat a mérsékelten oldddo eziist-klorid kompenzalja. Az idében lassan

lezajlé potencidl valtozasok keltette aramok detektdldsara ilyen elektrodpart érdemes
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alkalmazni. Méréseim soran a CSD regisztralasdhoz ¢én is ezt a technikat alkalmaztam,
olyan formaban, hogy fiziologids sooldattal toltott liveg mikrokapillarisba helyeztem az
Ag/AgCl elekrodpéar egyik tagjat, mig a masikat az 4allatok rdgd izmaba szarva
referenciaelektrodként hasznaltam. A jeleket differencidl erdsiton és A/D konverteren
keresztiil (1024Hz mintavételezési frekvencidval) szamitdégépen regisztraltam a Neurosys

EEG program segitségével.

Hisztologiai alapok

A vér-agy gat permeabilitasanak vizsgalatira szamos in vivo modszer létezik,
melyek segitségével viszonylag pontos kvantitativ analizisre nyilik lehetdség. Ezek
mindegyikének 1ényege, hogy egy olyan molekulat juttatunk az érpalyaba, mely fiziologias
koriilmények kozott nem képes kilépni az intravaszkularis térbdl, &m ha valamilyen okbol
(pl.: CSD hatésara) a vér-agy gat permeabilitdsa fokozodna, akkor képes megjelenni az
intersticialis térben. Fontos hogy a bejuttatott anyag ne legyen hatassal az erek ateresztd
képességére, és nem mellékes szempont, hogy detektalasa specifikus legyen.

Kisérleteim soran arra kerestem a valaszt, hogy a vér-agy gat megnyilik-e CSD
hatasara, és ha igen ez milyen mértékben befolyasolhaté az antiglutamaterg hatasu KYNA-
val illetve MK-801-el. Tobb labor alkalmaz fluorescens festéket hasonld kérdések
megvalaszolasahoz. Az Evans blue (EB) egy széles korben alkalmazott fluorofor (470 és
540 nm excitacios csucs; 680 nm emisszidés hullamhossz). Tokéletesen alkalmazhatd az
altalam vizsgalni kivant modellben is. Jo tulajdonsaga, hogy ha az érpalyaba jut, akkor
vérben az albuminhoz ko6tédik. Koztudott, hogy fizioldgias koriilmények kozott az albumin
nem hagyja el az intravazalis teret, am gyulladasos vagy egyéb patologias folyamatok
kovetkeztében képes kisziirddni az erekbdl. Altalaban az irodalomban olyan kisérleti
protokollokrol olvashatunk, melyekben a festéket intravénas Gton az allatba juttatjak, majd
ezt kovetden valamely farmakonnal, illetve indukalt patologias folyamattal az agyi erek
permeabilitasat megvaltoztatjadk. Az allatok perfundaldsa utdn csak ott lehet a festéket
detektalni, ahol az erek atereszt6képessége olyan mértékben megnd, hogy az EB-albumin
komplex képes kijutni. A detektalasra leginkdbb fotometralasos modszert alkalmaznak,
mely rendkiviil egyszerii, gyors, olcs6é ¢€s kvantitativ. Egyetlen hatranya van csupan,
mégpedig az, hogy nem lehetséges vele a patoldgias folyamat pontos lokalizacidjat
meghatdrozni, hiszen szoveti homogenizatumbol detektdljuk a jelet. A mi esetiinkben

viszont felmeriilt annak lehet6sége, hogy az altalunk vizsgalt hulldmok hatdsara
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megvaltozik a vér-agy gat permeabilitds, ami az EB fluoresszencia valtozasdban
tilkrozodhet. Ezért a perfundalds utan nem szoveti homogenizalast végeztem, hanem
fixaltam az agyszovetet, majd vibratdmmal rostro-kaudalis iranyban szeleteket készitettem.
gy fluorescens mikroszkop alatt vizsgalva a metszeteket lehetGségem nyilt arra, hogy
meghatarozzam, hogy a CSD hulldmok kivaltasanak helyétdl miként valtozik a vér-agy gat
permedbilitdsa a tavolsadg fliggvényében. A kvantifikalast digitalis képfeldolgozasban

hasznalatos modszereket alkalmazasaval oldottam meg.

Preparalas menete

Kisérleteimhez him Wistar (Charles River) patkanyokat (180-300g) hasznaltam.
Munkéamat, a laboratoriumi allatok gondozéasaval kapcsolatos alapelveket (NIH Publikécio
No. 85-23), a Magyar Egészségligyi Bizottsdg 4altal jovahagyott allatgondozéssal
kapcsolatos protokollt (1998), és az Europai kozosségek Tanacsanak 1986. november 24-i
rendeletét (86/609/EEC) betartva végeztem. Torekedtem a legkevesebb allat
felhasznaldsdra tovabba a felhasznalt &llatok szenvedéseinek minimalizéldsara. Az
allatokat a kiilon erre a célra kialakitott allathazban tartottam, ahol a homérséklet 22+1 °C
volt, tovabba a sotét és vilagos ciklusok hossza 12 6ra volt.

Elektrofiziologiai kisérleteimhez 180-300 grammos him Wistar patkéanyokat
hasznaltam (n=15). Az allatokat i.p. nembutal (60 mg/ttkg) injekcidval altattam, majd 60
percenként 20 mg/ttkg dozis Gjra addsdval tartottam az allatokat a megfeleld narkozis
szintjén. Az allatok fejét ezutan befogdban fixaltam. A fej tetejérdl eltavolitottam a bort,
majd a kotészoveti hartyakat a koponyarol. Ezt kovetden bejeldltem a farasok helyét
(szomatoszenzoros kéreg folott, Br -3;5 mm, occipitalis kéreg f616tt, Br -6;5 mm). A faras
kozben hideg fiziologids sooldattal hiitdttem a koponyat. A dura eltavolitasat kovetden a
szomatoszenzoros kéregbe 1000-1200 um mélyre tiveg Ag/AgCl elektrédot helyeztem. Az
allatok ez utan i.p. injekcioban kaptak az anyagot a csoportjuknak megfeleléen.

A harom csoport:
1. Kontroll: 30 perccel a mérés megkezdése el6tt 1 ml fiziologias sooldatot kapott i.p.
2. KYNA: 30 perccel a mérés megkezdése eldtt 300 mg/ttkg kinurén savat (4-
hidroxiquinolin-2-carboxyil sav, KYNA, Sigma-Aldrich Kft.) kapott i.p. Az allat
testtomegének ismeretében kiszamolt mennyiségii KYNA-t 400 pl, 1N-os natrium-
hidroxidban (NaOH) oldottam fel, majd foszfat pufferrel kiegészitettem 1 ml-re.
fgy a pH 6,9-7,6 kozé esett.

26



3. MK-801: 30 perccel a mérés megkezdése el6tt 2 mg/ttgk (+)-dizocilpint kaptak.
30 perccel a kezelés utdn megkezdtem a regisztralast a Neurosys EEG program
segitségével. 5 perc kontroll szakasz felvétele utan a caudalis lyukba 1M-0s KCI oldattal
atitatott vattacsomoét (atméré: 1 mm) helyeztem, melyet 15 percenként 3-4 ul KCI oldattal
nedvesen tartottam. A jeleket egy 6ran keresztiil regisztraltam.

Az adatok kiértékelését a sajat fejlesztésii programmal végeztem, melynek
segitségével a hulldmok amplituddjat szélességét és az altaluk lefedett teriiletet is meg
tudtam hatarozni. Ezt kdvetden a statisztikai probakat az Origin 8.1 program segitségével
hajtottam végre.

Hisztologiai kisérleteimhez tovabbi 17 allatot (2 almit6tt kontroll + 5 allat/csoport)
hasznaltam fel. A prepardlds menete megfelel az elektrofiziologiai kisérleteimnél
leirtaknak, azzal a kiilonbséggel, hogy az elektrdda behelyezése helyett 4ml/ttkg 2%-0s EB
festéket adtam az 4llatoknak intravénasan, majd ezt kovette a kezelés a fentebb emlitett
modon. Az allatokat ezt kovetden 30 percig hagytam pihenni majd a kaudalis nyilason
keresztiil 1M-os KCIl oldattal atitatott vattacsomot helyeztem az agykéregre. (A két
almuitott kontroll allatnal a vattacsomét nem KCI-dal, hanem fiziologias sooldattal itattam
at.) 15 percenként tovabbi 3-4 ul KCI oldattal nedvesen tartottam a vattacsomot. Egy ora
elteltével az allatokat hideg fiziologids sdoldattal transzkardialisan perfundaltam, majd 4%-
os paraformaldehiddel fixaltam. Az allatok agyat ezutan eltavolitottam és 4%-0S
paraformaldehidbe helyeztem overnight posztfixalas céljabol. Masnap az agyat vagopadra
rogzitettem és 0,1M foszfat pufferben vibratommal 20 pm-es szeleteket készitettem. Az
elsO szeletet a kivaltas helyérdl vettem majd rostralis iranyba haladva 500 pm-enként
tovabbi 12 szeletet szedtem. Igy az agykéregnek egy 6 mm-es szakaszarol kaptam
reprezentativ mintat. A szeleteket 2%-os zselatinnal fedett targylemezekre huiztam, majd 2
oran keresztiil szaritottam. Targylemezeimet ezt kovetéen fluoromount-tal fedtem.
Mintaimat fluorescens mikroszkop alatt vizsgaltam, Texas Red fluoresszencids sziirdvel
(532-587 nm excitaciés hullamhossz; 608-683 nm emisszios hullamhossz). Mindkét
hemiszférarol 2 db 1360x1024 RGB képet készitettem (11. dbra). A képeket ezt kovetden 8
bites sziirkearnyalatos képekké alakitottam egy egyszertli palettavaltassal, majd a kovetkezd

egyenlet szerint meghataroztam a képek alap intenzitasat:

n m

2. 2.5

s B R
n-m
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melyben az | a pixelek intenzitasértéke, az n a pixelek szama a sorokban, az m a pixelek
szdma az oszlopokban. A kvantifikdlast kdvetden kiszamoltam a két hemiszféra kozotti
intenzitasértékek aranyat. Majd a csoportok kdzott az azonos helyrdl készitett metszetekrol
késziilt képek intenzitasértékeit hasonlitottam Ossze. Az ismételt méréses egyutas

varianciaanalizist az Origin 8.1 program segitségével hajtottam végre.

Y

1 0mm

11. abra: Magyardz6 abra a kisérleti elrendezéshez. 1: Caudalis nyilas melyen kersztiil a
hulldmok kivaltasat végeztem. 2:Rostralis nyilas, az elvezetd elektréda kéregbe
juttatdsdhoz. A fekete vonalak a hisztoldgiai kisérletsorozathoz gytijtott agy szeletek helyét

jelolik. Az ébra jobb oldalan a piros téglalapok a mikroszkopos fotok helyzetét abrazoljak.
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V. Eredmények

Elektrofiziologia

Meéréseim alapjan elmondhat6 hogy az 1 6ra KCl alkalmazasdnak hatdsara 15+1.1
(dtlagts.e.m.) hulldm alakult ki. A KYNA kezelés hatdsdra a hullamok frekvencigja
szignifikansan csokkent (9,8+0,9/6ra; p=0,0084), tovabba az MK-801 teljesen blokkolta a
jelenség kialakulasat és terjedését (12, 13/A. abra).

Kontroll

KYNA

Jsm.

1min

MK-801 = —

12. abra: Reprezentativ mintak a DC-ECoG felvételekbdl.

A kontroll csoportban a hullamok amplitiddja 21+0,3 mV volt, am a KYNA a hullamok
ezen paraméterére nem volt hatassal (20.6 £ 0.7 mV). Ez nem meglepd, hiszen ismert,
hogy a jelenség ,,mindent vagy semmit” karakteriszikaval jellemezhet6 (13/B arba). Mivel
az MK-801 kezelés utan nem tudtunk CSD-t kivaltani ezért ebben a csoportban ezt €és a
soron kovetkezd két paramétert nem tudjuk vizsgalni.

Bar a KYNA a hulldmok amplitidojara nem volt hatassal, a szélességiiket, tehat a fél
amplitidohoz tartoz6 id6t szignifikansan csokkentette a kontrollhoz képest (24.9 + 0,7 mp-
r6l 21.7 = 0.6 mp-re; p = 0,0014; 13/C é&bra). Mint az a 12, abran is jol lathaté a hullamok
karcsubba valtak a kezelés hatasara.

A hullamok éaltal lefedett teriilet a kontroll csoportban 48.3 + 1.7 mV*mp-nek adddott, mig
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a KYNA kezelés hatdsara ez az érték 40.1 + 2.4 mV*mp-re csokkent, mely csékkenés a t-

proba szerint statisztikailag szignifikansnak mondhat6 (p =0,008; 13/D. 4bra)
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13. abra: Az eredmények abrazolasa diagramok formajaban. A: Az egy ora alatt megjelend
hulldmok szdménak box diagrammyja. **: p<0,01 t-proba. B: A hulldmok amplitidoinak
oszlopdiagrammja (atlag + s.e.m.). C: A hullamok szélességének (fél amplitidohoz tartozo
1d6) oszlop diagrammyja (atlag + s.e.m.). **: p<0,01 t-proba. D: Integral szamitassal kapott

hullam teriiletek oszlopdiagramja (atlag + s.e.m.). **: p<0,01 t-proba.

Hisztologia

Az almutott allatokban (n=2) nem volt kimutathato kiilonbség a két hemiszféra
intenzitas értékei kozott 1 oranyi NaCl impregnacio utan. A KCl indukalt kontroll és
KYNA csoportban viszont egy massziv plazma extravazaciot tapasztaltunk a hullamok
kivéltasanak kozelében. Az MK-801 kezelés hatdsara az intenzitds kiilonbség alacsony
maradt a kivaltds kozelében is. A kontroll csoportban a kivaltas helyétdl a tavolsag
novekedésével a fluoresszencia intenzitds kiillonbség egyre csokkent. A KYNA kezelés
azonban a kontrollhoz képest egy sokkal markansabb csokkenést eredményezett a tavolsag
fiiggvényében. A KYNA a CSD kivaltasanak helyétél mar 1500 pm-en az MK-801
szintjére csokkentette az intenzitds értékeket, mig a kontrollnal ezt a szintet csupan 5500
um-nél értiikk el (14. abra). Bar az ismételt méréses, egy utas ANOVA-val nem talaltunk

szignifikans kiilonbségeket, az anyagok hatasa egyértelmiien 1athato.

14. abra: Reprezentativ mikroszkdopos fotok a patkany agykérgérdl. A kontroll allatbol vett

mintan (kivaltas helyétdl 1000 um) lathato, hogy a KCI oldattal kezelt oldalon (jobb oldali
fotd) erételjesebb Evans blue extravazacio jelentkezett, mint a kontralateralis oldalon (bal

oldali foto). Nagyitas: 200x
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14. abra: A két félteke kozti fluoresszencia intenzitds értékek aranyanak valtozasa a

tavolsag fliggvényében (atlag + s.e.m).

VI. Megbeszélés

Kutatocsoportunk jelentés tapasztalattal rendelkezik kiilonbozé patologias agyi
folyamatok (foleg ischemids karosodasok) vizsgalataban. Kutatasi tevékenységiink a
glutamat receptoroknak ezekben az agyi patologias folyamatokban jatszott szerepére
fokuszal. Kiilonbozé NMDA receptor blokkoldk, glutamat scavengerek, ¢és
posztkondicionalasi technikék alkalmazasaval figyelemre méltd eredményeket értiink el a
neuroprotekcid terén (Marosi és mtsai., 2010; Nagy és mtsai., 2009, 2011; Gellért és
mtsai., 2011). Az agykérgi kuszé depolarizacié vizsgalata munkacsoportunk szamara uj
teriiletet jelentett, de fontosnak tartjuk, és a glutamaterg rendszeren keresztiil illetve az
ischemids allapotot kisérd depolarizacios jelenség révén szorosan kapcsolodik a fenti
témakhoz (Gorji, 2001). A jelenség kialakulasaban fontos szerepet jatszik a glutamat és
receptorai. Els6dleges feladatom az volt, hogy kialakitsak és optimalizaljak egy mérdhelyet

ahol késObbiekben a CSD elektrofiziologiai vizsgalata megvalosulhat. Késébbiekben ezen
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mérohelyen kivantunk tesztelni néhany, altalunk mar egyéb kisérleti elrendezésekben
vizsgalt farmakont (kinurén sav és MK-801).

Sikeriilt 6sszeallitani egy olyan mérd rendszert, mellyel egyszerre lehet monitorozni
az agykéregben lezajlo lassi jelenségeket és a gyors fazisi potencalvaltozasokat. A
mérohely nemcsak migrén modellként szolgdlé CSD mérésre alkalmas, hanem hipoxas
folyamatok megfigyelésében is segiséget nyujthat (pl.: in situ hipoxias események
vizsgélata az elektrokortikogramm, és a DC potencidl szimultan mérésével). Ezen setup
segitségével teszteltem, a KYNA és az MK-801 NMDA receptor blokkolok hatasat az
agykérgi kiszo depolarizacidra. Szamos irodalmi adat bizonyitja a kinureninek szerepét a
kozponti idegrendszer fizioldgias miikodésében, a gatlas és serkentés egyensulyanak
befolyasolasaban, illetve a kinurénsav utvonal zavaranak szerepét neuroldgiai, pszichiatriai
korképekben (Vécsei és mtsai., 2012). A periférias KYNA kezeléssel valé neuroprotekcio
lehetdsége viszonylag korlatozott, mivel savas karakterébdl adodoan kis mértékben jut at a
vér-agy gaton. Eddig nem tesztelték CSD modellen a molekula protektiv hatasat. Régota
ismert a tény hogy a CSD képes a vér-agy gat ateresztd képességének novelésére, ezért
érdekesnek tartottuk jelen modellben a KYNA hatasat vizsgélni, hiszen ilyen koriilmények
kozott ki tud jutni az érpalyabol és kotddni tud az NMDA receptor glicin kotShelyére,
ezaltal esetleges neuroprotektiv hatast kivaltva. Méréseinkbdl jol latszik, hogy a KYNA
jelen modellben hatasosnak bizonyult. Az analizishez hasznalt altalunk irt software pedig
nagymértékben leegyszerlisitette az adatkiértékelést, tovabba laborunkban tovabbi
kisérletek feldolgozdséhoz is segitséget nytjthat.

A KYNA hatéasat nem csak elekrofiziologiai mérésekkel sikeriilt kimutatni, hanem
hisztoldgiai vizsgalatokkal is. A vér-agy gat permeabilitasanak vizsgalatdra szadmos
technika 1étezik. Azonban eddig nem talaltunk adatot arra, hogy vizsgaltak volna azt, hogy
a CSD hatasara a kéregben a vér-agy gat ateresztoképességének valtozdsa milyen
Osszefliggésben van a hullamok kivaltasanak helyétél valo tavolsaggal. Azt tudjuk, hogy a
depolarizacios hullamok nem terjednek végig az egész kéregben, hanem egy terjedésiik
soran kioltodnak. (Erre nekiink is van néhany, a dolgozatban nem részletezett két csatornas
mérésiink.) Az altalunk 1étrehozott metodikaval viszonylag egyszeriien, olcson és pontosan
nyerhetiink adatot arrdl, hogy a vér-agy gat permeabilitdsdnak valtozdsa miként fiigg a
Kivaltas helyét6l mért tavolsagtol. Hisztologiai vizsgalataink alatamasztjak az
elektrofiziologiai méréseink eredményeit.

Az MK-801 mint pozitiv kontroll jol hasznalhatd, mivel az NMDA csatorna

porusaban talalhaté fenciklidin helyre kot és megakadalyozza a csatorndn az ionok
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athaladasat. Am pontosan ezen tulajdonsaga miatt nem alkalmazhato a klinikumban, mivel
hatdsa is a fenciklidinéhez hasonlé. A KYNA az NMDA receptor glicin kdtOhelyén
keresztiil egy moderaltabb hatast valt ki. Alkalmazasa abbdl a szempontbdl mindenképpen
elonyds, hogy endogén molekularol van sz6. A kapott eredmények arra engednek
kovetkeztetni, hogy esetleg késébb a klinikumban érdemes volna alkalmazni, mint

rohamoldo6 szert. Ehhez azonban tovabbi kisérletekre van sziikség.
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VII. Koszonetnyilvanitas

Koszoném Dr. Toldi Jozsef Professzor Urnak, hogy bizalmaval Kkitiintetett és helyet
biztositott nekem kisérleteim elvégzéséhez. Koszondm tovabba, eredményeimet mindig
megvitathattam vele €s munkdm soran mindig szamithattam segitségére. Koszoném Dr.

Farkas Tamasnak, hogy munkam soran barmikor fordulhattam hozza kérdéseimmel.

Koszonettel tartozom Czinege Zsoltnak, amiért segitséget nyujtott az adatkiértékelés soran
felmertilt problémék megoldasaban, nélkiile a kiértékeléshez haszndlt software nem jott
volna létre. Koszonettel tartozom tovdbba Menyhart Akosnak és Herédi Juditnak a
kisérletek soran nyujtott segitségiikért. Tovabba koszonOm a kutatécsoport minden
tagjanak, hogy Kkitiinteté baratsagukkal mindig segitettek barmilyen probléma meriilt fel

munkam kapcsan.
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ABSTRACT

Cortical spreading depression (CSD) is associated with changes in the caliber of
surface blood vessels; others have described it as a phenomenon which arises spontaneously
and repetitively following acute cortical injury in animals, including both focal ischemia and
trauma, while yet other researchers consider it to be an electrophysiological substrate of mi-
graine aura, which may trigger headache. Our group is involved in research into both migraine
and ischemia-induced pathophysiological states. It therefore appeared reasonable to include
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the study of CSD in the methodological repertoire utilized in our laboratory. We introduced
two models of CSD induction: CSD evoked during continuous topical KCI application and CSD
induced through a single KCI microinjection into the cortical tissue. This paper describes details

of these two methods and of basic parameters of CSDs.

Cortical spreading depression (CSD), discovered by Leao
in 1944, is a transient negative direct current (DC) potential
shift that slowly propagates throughout the cortex imrespective
of functional or vascular territories. The main event during
the generation and propagation of CSD is the depolarization
of a critical mass of brain tissue associated with a massive
increase in extracellular K* and neurotransmitters, water
influx into the cells and shrinkage of the extracellular space
volume (Kraig and Nicholson 1978; Gardner-Medwin 1981
Somjen 2001).

Under experimental circumstances, various stimuli or
functional states can trigger CSD, e.g. electrical stimulation,
cortical trauma, high concentrations of excitatory amino acids
or K+. Different experimental models have been introduced,
such as the recording of CSDs evoked during continuous
topical KCl application (Ayata et al. 2006; Kudo et al. 2008),
or the microinjection of KCl into the brain tissue (Richter et
al. 2008, 2010).

In humans, CSD was for a long time mostly associated
with the pathogenesis of migraine aura (Lauritzen 1994;
Pietrobon and Striessnig 2003). Human imaging data have
revealed the occurrence of a CSD-like event during a migraine
attack (Woods et al. 1994; Hadjukhani et al. 2001 ). Recent
research, however. demonstrated the occurrence of CSD with
prolonged depression periods in the ECoG in patients with
brain injury, brain hemorrhage and ischemia (Dohmen et al.
2008: Hartings et al. 2009).
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In in vitro studies, it has been shown that oxygen and glu-
cose deprivation, for example, cause an anoxic depolarization
similar to CSD (Jarvis et al. 2001). The question arises as to
whether ischemia-related CSDs occur in the adult brain, and
whether this is a relevant pathological mechanism via which
to link hypoxia with a neuronal dysfunction.

During recent years, we have worked on the fields of both
migraine and ischemia-induced pathophysiological states
and the possibilities of neuroprotection (Robotka et al. 2008;
Sas et al. 2008, 2010: Vamos et al. 2010). It seemed reason-
able to introduce the study of CSD into the methodological
repertoire used in our laboratory for the investigation of the
pathomechanism of migraine and brain ischemia, and protec-
tion procedures.

We introduced two models of CSD induction: i) CSD
evoked during continuous topical KCI application, ii) CSD
induction through a KCl microinjection into the cortical tis-
sue. The aim of this study was to adopt these methods and a)
to quantify the basic parameters of the CSDs (the mean ampli-
tude and the duration of half the amplitude). b) to determine
the average CSD frequencies during continuous topical KCl
application, and c) to study the relation between the evoked
potentials (EPs) and CSDs.

Materials and methods

Animals

The experimental procedure used in this study adhered to the
protocol for animal care approved by the Hungarian Health
Committee (1998) and the European Communities Council
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101man

Figure 1. Schematic drawing showing the configuration of the experi-
ment. 1: A hole above the occipital cortrex (-5:2 mm from the bregma)
for the administration of KCI. 2: An exposed area in the parietal part of
the skull beyond the somatosensory cortex (-3;5 mm fom the bregma)
for the recording of the CSDs and SEPs.

Directives (8/609/EEC). Male Wistar rats (230-250 g) were
used in the experiments. Every effort was made to minimize
the number of animals used and their suffering. The animals
were kept under 12-h light and 12-h dark conditions, with
lights on at 6 a.m.. and were raised with free access to water
and food pellets. The room temperature was 22 + 1°C.

Surgical procedures

All surgical procedures were carried out under deep anesthe-
sia. During the experiments, the animals were anesthetized
with an intraperitoneal injection of urethane (1.3 g/kg, i.p.),
and their heads were then fixed in a stereotaxic head-holder
(David Kopf. Instr.). On the left side, above the occipital
cortex. a hole (diameter 1-2 mm) was made with a mini-drill.
On the parietal part of the skull (just above the primary so-
matosensory area), the cortex was also exposed via another
hole (diameter also 1-2 mm), with the same mini-drill (Fig.
I). The exposures were made under saline cooling. The dura
mater and the underlying archnoidea were removed. After
surgical preparation, the cortex was allowed to recover for
30 min under saline irrigation.

Recording of DC and evoked potentials

Ag/ApCl reference electrodes were fixed onto the skin of
the neck. Intracortical DC potentials were recorded through
use of a glass micropipette filled with 150 mM NaCl. This
microelectrode was inserted into the primary somatosensory
cortex to a depth of 1000-1200 pm corresponding to corti-
cal layer V. In parallel with the DC potentials. EPs induced
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by whisker pad stimulation (4-6 V. 0.2 ms, 0.1 Hz), were
recorded from the cortical surface with a ball-tipped silver
electrode. The details relating to the stimulation and cortical
recordings of EPs were published earlier (Farkas et al. 1999;
Nagy et al. 2010). The distance between the intracortical
(DC) and cortical surface electrodes was less than | mm. To
elicit CSD, either continuous KCI application was carried
out or 1 ul of KCI (3 M) was injected with a microinjector
(CMA/100) into the cortex. For continuous KCI application,
a cotton ball (2 mm in diameter) soaked with 3 M KCI was
placed on the pial surface and kept moist by the addition of 5
ul of KCI solution every |5 min. The number of KCl-induced
CSDs was counted for 2 h.

Data acquisition and evaluation

The amplified responses were fed into a computer via an
interface. All data were recorded on a PC by using custom
signal acquisition programs (Neurosys, Experimetria). As
concemns the EPs, each point in Figure 2B represents a single
somatosensory EP (SEP).

Results

In some experiments (6 rats), CSD was induced by a single
microinjection of KCI (3 M, 1 pl) into the frontal pole of
the occipital cortex (Fig. 1). This single injection induced
1-3 CSD waves, which were recorded in the primary soma-
tosensory cortex, 3.6 mm apart from the site of the injection.
The parameters of the CSD waves: the onset latency of the
first wave: 66 =12 s (n=6); maximum amplitude: 208 mV
(n=13): and duration at half-maximum amplitude: 39+15 s
(n=13) (Fig. 2A).

In parallel with the CSD, SEPs were recorded from the
pial surface of the primary somatosensory cortex. Whisker
pad stimulation evoked cortical responses with about 450-500
pV. The amplitudes of the evoked responses were stable for
a long period. except during the CSD waves. When a CSD
wave arrived, the amplitude of the SEP gradually decreased
and in parallel the amplitude of the CSD wave increased.
When a CSD wave was at its maximum, the amplitude of the
SEP was close to zero pV, and it virtually disappeared. As
the CSD amplitude decreased. the SEP amplitude increased
in parallel. Between two CSD waves, the SEPs were fully
recovered (Fig. 2A, B).

In another series of experiments, the continuous topi-
cal application of 3 M KCI evoked repetitive CSD in all
the animals studied (n=3). Under the given experimental
circumstances, the average CSD frequency was 363 CSD
waves/2 h (Fig. 3).

Discussion

Although CSD was discovered more than 60 years ago (Leao
1944), our knowledge of its mechanism, and particularly its



Cortical spreading depression and somatosensory evoked potentials
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Figure 2. Cortical spreading depression (CSD) waves and somatosensory evoked potentials {(SEPs) were recorded in parallel in the primary
somatosensory cortex. A: CSD waves were induced with a single injection of KCI. The three characteristic parameters of the presented CSDs:
(1): the onset latency of the first CSD wave: 765, {2): the duration at half maximum amplitude of the CSD: 33 5, (3): the maximum amplitude of
the CSDs: 25 mV. B: Evoked potentials were recorded in paraliel with the CSD waves. Each square in this graph represents single potentials. a,
b, © SEPs before, during and between CSD waves, respectively. Calibration in insert: 50 ms, 250 pV.

relation to the different pathological conditions such as mi-
graine and ischemia, is rather limited. It is generally accepted
that a migraine aura reflects the migration of CSD over the
cortex. It has also been suggested that CSD may participate
in the generation of head pain in migraine (Moskowitz et al.
1993).

A short-lasting interruption of the cerebral blood supply
(up to 1 min) is known to cause a cessation of EEG activ-
ity. but this is usually not accompanied by a CSD wave. A
prolonged interruption of the blood supply. however, causes
a long-lasting negative DC shift in the cerebral cortex, which
undergoes recovery only after release of the arterial occlusion.
This phenomenon has been demonstrated both in the cortex
(Leao 1947) and in the brainstem (Richter et al. 2010).

The precise molecular mechanisms of CSD are not known,
but two pathological states, migraine aura and an ischemic
condition of the brain, seem to be related to this phenomenon.
Brain ischemia induces glutamate release from neurons and
astrocytes (Rossi et al. 2000). In CSD. glutamate is thought
to depolarize remote neurons and thereby cause propagation
of the depolarizing wave (Somjen 2001). However, glutamate
receptor blockers do not inhibit the onset and propagation of
anoxic depolarization (Jarvis et al. 2001). At the same time,
it has been suggested that the brainstem CSD induced by KCI
administration can be explained by glutamatergic mechanisms
(Richter et al. 2008).

These literature findings clearly demonstrate that CSD
is somehow involved in such pathological conditions of the
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CNS as anoxic ischemia and migraine. During recent years,
our research activity has focused on the pathomechanisms
of migraine and ischemia-induced processes in the CNS,
and mainly on the possibilities of neuroprotection in these
conditions (Knyihdr-Csillik et al. 2007, 2008; Robotka et al.
2008; Sas et al. 2008; Vamos et al. 2009, 2010). Although
the symptoms. the progression and the outcome of stroke and
migraine differ, there are some common pathophysiological
mechanisms relating mainly to mitochondrial malfunctions
(Sas et al. 2010).

Our recent studies on migraine and on ischemia-induced
changes in the CNS increasingly require methodology involv-
ing excess glutamate, mass depolarization and glutamate

Figure 3. Representative 45 min DC potential recording from the
primary somatosensory cortex dufing 2 h topical KCi application to
the frontal part of the occipital cortex. Calibration scales indicate 5
min and 5 mV.

163



Oldh et al.

excitotoxiticy. CSD measurement appears to be the most
appropriate such method.

In the course of these experiments, we introduced a meth-
od of recording CSD and characterized the main paramelers
of CSD waves (frequency, amplitude and duration). An extra
feature of our approach is that the CSD waves are recorded
in parallel with the evoked potentials.

In the near future, this combined method will be applied
in our research on the pathomechanisms of migraine and
glutamate excitotoxicity, and in the development of new
neuroprotective kynurenic acid analogs.
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